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Prophvlaxe und Therapie von Infektionserkrankunaen 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Wirkstoffen, die 
5 zur Prophylaxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten geeignet 



Da Infektionskrankheiten nach wie vor weltweit ein sehr groBes medizi- 
nisches Problem darstellen, sind Studien zur Behandlung und zur Pro- 

10 phylaxe derartiger Erkrankungen schon lange Gegenstand intensiver 
Forschung. Beispielsweise werden standig immense Kosten aufgewen- 
det, urn neue Antibiotika zu entwickeln. Diese Antibiotika sind notwen- 
dig, urn Bakterien, Pilze, Protozoen oder . Parasiten als Erreger von 
Infektionskrankheiten bekampfen zu konnen. Insbesondere mu3 hierbei 

15 den sich laufend neu entwickelnden Resistenzen der Erreger Rechnung 
getragen werden, was zunehmend problematischer wird. 

Eine besondere Schwierigkeit stellt die Behandlung von Infektionskrank- 
heiten dar, die durch Viren oder Prionen verursacht sind. Aufgrund eines 
20 fehlenden eigenen Stoffwechsels sind diese Erreger nicht mit Antibiotika 
angreifbar, so daB im allgemeinen nur eine Behandlung der Symptome 
moglich ist. 

Um die Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankheiten zu verbes- 
25 sern und insbesondere den erwahnten Problemen Rechnung zu tragen, 
stellt sich die Erfindung die Aufgabe, Wirkstoffe bereitzustellen, die in 
besonderer Weise zur Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankhei- 
ten geeignet sind. 

30 Die Aufgabe wird gelost durch eine Verwendung von Hemmstoffen, wie 
sie in den Anspriichen 1 und 9 beschrieben ist. Bevorzugte Ausfuh- 
rungsformen sind in den abhangigen Anspriichen dargestellt. Die An- 
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spruehe^ 15 bis 18 betreffen entsprechende pharmazeutische Zusam- 
mensetzungen. Der Wortlaut samtlicher Anspruche wird hiermit durch 
Bezugnahme zum Inhalt dieser Beschreibung gemacht. 

5 ErfindungsgemaB werden zur Prophylaxe und/oder Therapie von Infek- 
tionskrankheiten Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase und/oder 
Hemmstoffe von Produkten, die durch die von der sauren Sphingomyeli- 
nase katalysierte Reaktion entstehen, verwendet. Zu diesen Produkten 
zahlt insbesondere Ceramid, welches durch die Spaltung von Sphingoli- 

10 piden entsteht. Versuche, die zu dieser neuen Verwendung von Hemm- 
stoffen dieser Art gefuhrt haben, zeigten, daB hierdurch die Infektion eu- 
karyotischer Zellen mit verschiedenen pathogenen Organismen, bei- 
spielsweise Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten, effektiv verhindert 
werden kann. Neben der Prophylaxe und/oder Therapie von Infektions- 

15 krankheiten konnen die genannten Hemmstoffe auch mit Vorteil zur 
Prophylaxe und/oder Therapie von Krankheiten eingesetzt werden, de- 
ren kiinischer Verlauf durch Infektionen zumindest mitbestimmt wird. Ein 
Beispiel fur derartige Krankheiten ist die zystische Fibrose. 

20 Diese uberraschenden Ergebnisse beruhen darauf, daB ceramidreiche 
Membranplattformen in der Zellmembran von eukaryotischen Zellen fur 
eine Infektion eukaryotischer Zellen mit pathogenen Erregern notwendig 
sind. Diese groBeren Plattformen in der Zellmembran der eukaryoti- 
schen Zellen werden durch Fusion von sehr kleinen distinkten Domanen 

25 in der Zellmembran, sogenannten Rafts, gebildet. Diese Rafts bestehen 
aus Cholesterol und Sphingolipiden, insbesondere Sphingomyelin, die 
sehr fest miteinander assoziieren, wodurch sie sich von den Phospholi- 
piden der Zellmembran trennen und diese kleinen distinkten Domanen 
bilden. Das in Rafts am haufigsten vorkommende Sphingolipid ist 

30 Sphingomyelin, das aus dem sehr hydrophoben Ceramidrest und der 
hydrophilen Phosphorylcholin-Kopfgruppe besteht. Ceramid ist ein Amid- 
ester aus der Sphingoidbase D-erythro-Sphingosin und einer Fettsaure, 
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normalerweise mit einer Kettenlange von C 16 bis C 2 6- Wasserstoffbm- 
cken-Bindungen und hydrophobe van der Waal-lnteraktionen zwischen 
dem Cholesterol-Ringsystem und Sphingolipiden bzw. zwischen den 
Kopfgruppen der Sphingolipide fuhren zu einer lateralen Assoziation der 
5 Sphingolipide und des Cholesterols in der Zellmembran und einer spon- 
tanen Separation von den ubrigen Phospholipiden (Brown D.A., London 
E. (1998). Functions of lipid rafts in biological membranes. Annu. Rev. 
Cell. Dev. Biol. 14: 111-367; Harder T., Simons K. (1997). Caveolae, 
DIGs, and the dynamics of sphingolipidcholesterol microdomains. Curr. 

10 Opin. Cell. Biol. 9: 534-542). Dadurch entstehen die als Rafts bezeich- 
neten sehr kleinen, distinkten Sphingolipid- und Cholesterol-reichen 
Membrandomanen. Extrahiert man aus Rafts das Cholesterol, das 
wahrscheinlich als Spacer zwischen den Sphingolipiden mit ihren relativ 
grossen Kopfgruppen fungiert, so wird die Struktur und Funktion von 

1 5 Rafts zerstort 

ErfindungsgemaB wurde ein Mechanismus identifiziert, der die Bildung 
von Membranplattformen aus Rafts, das Clustern bzw. Aggregieren von 
Rezeptoren in diesen Membranplattformen und die Infektion von Zellen 

20 mit pathogenen Bakterien und Viren vermittelt. Beispielsweise nach Sti- 
mulation iiber CD95 Oder den CD40 Rezeptor, Infektion mit Pseudomo- 
nas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Neisseriae gonorhoeae oder 
auch Infektion menschlicher Zellen mit Rhinoviren kommt es in Rafts zu 
einer Freisetzung von Ceramid aus Sphingomyelin. Die Bildung von Ce- 

25 ramid in Rafts fuhrt auf Grund der biophysikalischen Eigenschaften von 
Ceramid zu einer Fusion kleiner Rafts zu grossen, ceramidreichen Platt- 
formen in der Zellmembran. 

Ergebnisse, die zur Erfindung fuhrten, zeigten, daB diese kleinen Rafts 
30 durch das Enzym saure Sphingomyelinase und durch Ceramid, das 
durch die von diesem Enzym katalysierte Reaktion freigesetzt wird, zu 
den erwahnten groBeren Piattformen fusioniert werden. 



WO 2004/017949 




PCT/EP2003/009254 



Eine physiologische Bedeutung dieser Plattformen wurde bereits ktirz- 
lich von Grassme et al. beschrieben (J. Biol. Chem. 276, 20589-20596 
(2001); J. Immunol. 168, 298-307 (2002)). Die Autoren konnten zeigen, 
daB die ceramidreichen Plattformen der Vermittlung von Signalen aus 
5 dem Extrazellularraum in das Zellinnere dienen. Hierbei wird zunachst 
durch Aktivierung verschiedener Rezeptoren, z. B. CD95 und CD40, ei- 
ne Translokation des Enzyms saure Sphingomyelinase hin zur AuBen- 
seite der Membran induziert. Hier setzt die saure Sphingomyelinase aus 
Sphingomyelin Ceramid frei, das spontan in Rafts aggregiert. Dadurch 

10 kommt es zur Transformation von Rafts in sehr hydrophobe Membran- 
bereiche. Diese Ceramidaggregate zeigen weiterhin die Tendenz, spon- 
tan zu groBeren Membranplattformen zu fusionieren. In diesen cera- 
midreichen Membranplattformen aggregieren aktivierte Rezeptoren wie 
CD95 und CD40, was fur die Vermittlung eines Signals uber diese Re- 

15 zeptoren in die Zelle notwendig ist. 

Interessanterweise konnte nun im Rahmen der Erfindung gezeigt wer- 
den, daB diese Plattformen zusatzlich ein Eindringen von pathogenen 
Organismen uber diese entsprechenden Membranabschnitte ermogli- 

20 chen. An der Bildung dieser „Eintrittsturen" fur pathogene Organismen in 
die eukaryotische Zelle ist das Enzym saure Sphingomyelinase ent- 
scheidend beteiligt, da Ceramide als Produkte der von diesem Enzym 
katalysierten Reaktion die Membranplattformen bilden. Ausgelost wird 
dieser Vorgang dadurch, daB durch die Erreger uber einen bisher noch 

25 nicht bekannten Mechanismus die saure Sphingomyelinase dazu veran- 
laBt wird, in intrazellularen Vesikeln an die Zelloberflache bzw. in die 
auBere Seite der Membran transportiert zu werden. Dort wird durch das 
Enzym der Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid in der Membran be- 
wirkt. Diese Bedeutung ceramidreicher Membranplattformen fur Infektio- 

30 nen mit pathogenen Bakterien und Viren konnte von den Erfindern ins- 
besondere am Beispiel der Infektion mammalischer Zellen mit Pseudo- 
monas aeruginosa gezeigt werden. Die Infektion mammalischer Zellen 
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mit P. aeruginosa aktiviert die saure Sphingomyelinase und induziert 
damit die Freisetzung von Ceramid. 

Eine weitere Aufgabe des Enzyms saure Sphingomyelinase wurde be- 
5 reits im Zusammenhang mit der Invasion von Gonokokken in eukaryoti- 
schen Zellen von Grassme et al. beschrieben (Cell, Vol. 91, 605-615, 
1997). Die Autoren konnten zeigen, daB die saure Sphingomyelinase an 
einer Signaltransduktionskette in der Wirtszelle beteiligt ist, welche die 
Invasion eines bestimmten Gonokokken-Stammes vermittelt. Entschei- 

10 dend sind hierbei bestimmte Oberflachenproteine auf dem bakteriellen 
Erreger, die sogenannten Opa-Proteine. Diese binden an einen spezifi- 
schen Rezeptor der eukaryotischen Wirtszelle, so daB eine Phospholi- 
pase C aktiviert und Diacylglycerol gebildet wird. Dieses Diacylglycerol 
aktiviert wiederum die saure Sphingomyelinase, so daB durch die von 

15 diesem Enzym katalysierte Reaktion Ceramid gebildet wird. Diese Sig- 
nalkaskade konnte jedoch nur durch ganz bestimmte Bakterien bzw. 
Stamme induziert werden. Insbesondere war die Induzierbarkeit dieser 
Signalkaskade abhangig von den Opa-Proteinen auf dem Bakterium. Es 
handelt sich hierbei also um einen vollig anderen, sehr speziellen Me- 

20 chanismus im Vergleich mit dem im Zusammenhang mit der Erfindung 
entdeckten generellen Invasions- bzw. Infektionsmechanismus uber die 
besagten Membranplattformen. 

Durch die erfindungsgemaBe Verhinderung der Ausbildung der Memb- 
25 ranplattformen und/oder der Zerstorung bereits gebildeter Membran- 
plattformen wird ein Eindringen der Erreger in die Wirtszelle verhindert. 
Dies wird im Rahmen der Erfindung vorzugsweise durch die Verwen- 
dung von Hemmstoffen der sauren Sphingomyelinase und/oder von 
Hemmstoffen der Produkte der von diesem Enzym katalysierten Reakti- 
30 on erreicht. Dies hat gegentiber herkommlichen Behandlungsmethoden 
von Infektionskrankheiten den Vorteil, daB sich das Target fur den Wirk- 
stoff auf der Wirtszelle, also der zu infizierenden eukaryotischen Zelle, 
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befindet. Durch die Erfindung wird ein genereller Infektionshemmer zur 
VerfQgung gestellt, der fur eine Vielzahl ganz unterschiedlicher pathoge- 
ner Erreger eingesetzt werden kann (z. B. Bakterien, Viren, Parasiten, 
Protozoen Oder Pilze). Dies ist ein entscheidender Vorteil gegenuber 
beispielsweise dem Einsatz von Antibiotika, die jeweils ganz spezifisch 
gegen den zu bekampfenden Erreger gerichtet sein mQssen. Durch die 
erfindungsgemaBe Verwendung wird es nun auch moglich, gegen virale 
Infektionen vorzugehen, was bisher im allgemeinen in dieser Weise 
nicht moglich war. Zusatzlich wird durch die erfindungsgemaBe Verwen- 
dung das Problem von sich entwickelnden Resistenzen der pathogenen 
Erreger umgangen, da der Wirkstoff nicht gegen den Erreger selbst, 
sondern gegen die von diesem Erreger in der Wirtszelle ausgeldsten 
Reaktionen gerichtet ist. 

Von der Erfindung werden neben den Hemmstoffen, die direkt die Aktivi- 
tat der sauren Sphingomyelinase beeinflussen, auch Wirkstoffe umfaBt, 
die Vorstufen des Enzyms und/oder Aktivierungsmechanismen des En- 
zyms beeinflussen. Weiterhin konnen die Wirkstoffe auch auf die Bil- 
dung, Stabilisiemng, Mobilisierung und/oder Translokation der intrazellu- 
laren Vesikel wirken, in denen sich das Enzym in der Zelle befindet. 

Zudem umfaBt die Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen, die die 
biologische Wirkung der Produkte, die durch die enzymatische Reaktion 
der sauren Sphingomyelinase entstehen, beeinflussen. Bei diesen Pro- 
dukten handelt es sich insbesondere um Ceramid, welches einen we- 
sentlichen Bestandteil der Membranplattformen bildet. Von der Erfin- 
dung umfaBt sind daher Hemmstoffe, die das Ceramid modifizieren und 
insbesondere inaktivieren, neutral isieren oder zerstoren. Beispielsweise 
konnen erfindungsgemaB Stoffe eingesetzt werden, die die Abbaurate 
von Ceramid erhohen. Hierbei ist insbesondere das Enzym Ceramid- 
Glukosyltransferase bevorzugt, das beispielsweise durch molekularbio- 
logische Methoden in seiner Expression verstarkt und damit in seiner 
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Aktivitat verstarkt werden kann und/oder welches durch weitere Regula- 
toren aktiviert werden kann. Weiterhin konnen die Hemmstoffe die Zu- 
sammenlagerung der Ceramide verhindern, so daB die Plattformbildung 
beeintrachtigt wird. Zusatzlich umfaBt die Erfindung die Verwendung von 
5 Hemmstoffen, die die Funktionsfahigkeit der bereits gebiideten cera- 
midreichen Membranplattformen beeinflussen und/oder die Bildung der 
Membranplattformen von vornherein verhindern. 

Als erfindungsgemaB geeignete Hemmstoffe kommen eine Vielzahl ver- 
10 schiedener Substanzen in Frage, beispielsweise Peptide, Proteine oder 
auch anorganische Substanzen. Weiterhin umfaBt die Erfindung auch 
Nukleinsauren als Hemmstoffe, sofern sie gemaB der erfindungsgema- 
Ben Verwendung als Hemmstoffe der Sphingomyelinase und/oder derer 
Reaktionsprodukte wirken. Beispielsweise sind hier Antisense-Molekule, 
15 insbesondere Antisense-Oligonukleotide, oder siRNA der sauren Sphin- 
gomyelinase geeignet. 

Vorteilhafterweise werden als Hemmstoffe pharmakologische Wirkstoffe 
eingesetzt, von denen bekannt ist, daB sie das Enzym saure Sphingo- 

20 myelinase hemmen. Besonders bevorzugt sind hierbei Antidepressiva, 
insbesondere trizyklische und/oder tetrazyklische Antidepressiva. Tri- 
zyklische Antidepressiva konnen beispielsweise einen proteolytischen 
Abbau des Enzyms bewirken, so daB das Enzym nicht mehr aktiv sein 
kann und eine Ceramidbildung verhindert wird. Durch diese Verminde- 

25 rung der Ceramidfreisetzung wird die Plattformbildung innerhalb der 
Zellmembran verhindert, so daB es nicht zu einer Infektion der Zelle 
kommt. 

Als besonders vorteilhaft haben sich die Antidepressiva Amitryptilin und 
30 Imipramin erwiesen. Diese Antidepressiva sind daher fur die erfindungs- 
gemaBe Verwendung besonders bevorzugt. Hierbei handelt es sich urn 
bekannte pharmakologische Wirkstoffe (Generika), die im wesentlichen 
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keine Nebenwirkungen entfalten. Fur die erfindungsgemaBe Verwen- 
dung konnen diese Wirkstoffe in ublichen Darreichungsformen einge- 
setzt werden, insbesondere oral, intravenos, intramuskular, topisch Oder 
auch durch Inhalation. Weiterhin sind ubliche Dosierungen fur die erfin- 
5 dungsgemaBe Verwendung geeignet. Allerdings kann der erfindungs- 
gemaBe Effekt auch mit reduzierten Dosierungen erreicht werden. 

Desweiteren umfaBt die Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen, 
die von trizyklischen und/oder tetrazyklischen Antidepressiva, insbeson- 

10 dere von Amitryptilin und/oder Imipramin, abgeleitet sind. Diese abgelei- 
teten Wirkstoffe weisen im wesentlichen die gleichen Effekte wie die An- 
tidepressiva auf, konnen jedoch weitere vorteilhafte Eigenschaften be- 
sitzen. Vorteilhafterweise konnen diese Substanzen derart modifiziert 
sein, daB sie hydrophiler als die Ausgangssubstanzen sind. Dies be- 

15 wirkt, daB die modifizierten Substanzen in geringerem Umfang im Ge- 
hirn angereichert werden, als es beispielsweise die Substanzen Amitryp- 
illin und Imipramin tun. Bei diesen beiden genannten Substanzen kann 
eine Anreicherung im Gehirn nach einigen Wochen nachgewiesen wer- 
den. Weitere vorteilhafte Eigenschaften von abgeleiteten Stoffen konnen 

20 eine bessere Stabilitat und/oder Bioverfugbarkeit sein. 

Neben den genannten Hemmstoffen konnen beispielsweise auch De- 
sipramin und/oder FGF (Fibroblast growth factor) Oder hiervon abgeleite- 
te Substanzen als Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase mit Vorteil 
25 verwendet werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt 
es sich bei den Hemmstoffen um Antikorper, insbesondere um neutrali- 
sierende Antikorper. Diese Antikorper konnen sehr spezifisch mit dem 
30 Enzym saure Sphingomyelinase oder dessen Reaktionsprodukten, also 
insbesondere mit Ceramid, wechselwirken. Hierdurch wird die Aktivitat 
ries Enzyms bzw. die biologische Wirkung des Reaktionsproduktes be- 
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eintrachtigt und vorzugsweise gehemmt. Fur die erfindungsgemaBe 
Verwendung ist der Einsatz von Antikorpern als Hemmstoff sehr geeig- 
net, da die Antikorper zum einen sehr spezifisch sind und Nebenwirkun- 
gen im allgemeinen vermieden werden. Als Antikorper fur diese erfin- 

5 dungsgemaBe Verwendung sind polyklonale und wegen ihrer besonde- 
ren Spezifitat in bevorzugter Weise monoklonale Antikorper geeignet. 
Diese Antikorper konnen unterschiedlichen Ursprungs sein, besonders 
bevorzugt sind humanisierte Antikorper. Unter humanisierten Antikor- 
pern sind Antikorper gegen ein bestimmtes Antigen zu verstehen, die 

10 beispielsweise in Mausen generiert werden. Durch Umklonierung muri- 
ner Sequenzen in humane Sequenzen wird ein Hybrid-Molekul erhalten, 
bei welchem alle murinen Teile (auBer der variabien Domane) durch 
humane Sequenzen ersetzt sind. Damit ist der resultierende Antikorper 
mit groBer Sicherheit beim Menschen einsetzbar. 

15 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden 
Stoffe eingesetzt, die die Bildung ceramidreicher Membranplattformen 
beeinflussen und insbesondere storen bzw. hemmen. Hierdurch wird die 
Bildung von Rafts, die eine Infektion vermitteln, behindert oder es wer- 
20 den bereits bestehende Rafts zerstort. In dieser Ausfuhrungsform der 
Erfindung sind insbesondere p-Cyclodextrin, Nystatin und/oder Filipin 
bzw. davon abgeleitete Substanzen bevorzugt. 

Bei der Prophylaxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten bzw. 
25 von Krankheiten, deren Verlauf durch Infektionen beeinflusst wird, kann 
es unter Umstanden vorteilhaft sein, verschiedene der erfindungsgema- 
Ben Wirkstoffe miteinander zu kombinieren. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist, daB sich die Angriffspunkte der 
30 Wirkstoffe (Hemmstoffe), also insbesondere die saure Sphingomyelina- 
se bzw. Ceramid, an der Zelloberflache befinden. Diese Targets sind 
daher fur die Wirkstoffe gut erreichbar, ohne daB es notwendig ware, 
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daB die Wirkstoffe in die Zellen hineintransportiert werden muBten. Dies 
konnte insbesondere bei groBeren Wirkstoffen wie beispielsweise Anti- 
korpern ein Problem darstellen, welches sich vorteilhafterweise bei der 
erfindungsgemaBen Verwendung nicht stellt. 

5 

Bei den Infektionskrankheiten, die mit der erfindungsgemaBen Verwen- 
dung vorbeugend oder therapeutisch behandelt werden konnen, handelt 
es sich u. a. um virale, parasitare und/oder mykologische Infektions- 
krankheiten. Weiterhin konnen auch Infektionskrankheiten behandelt 

10 werden, die durch Protozoen verursacht werden. Beispiele fur derartige 
Infektionskrankheiten sind Aids, Hepatitis A, rhinovirale Erkrankungen, 
Fruhsommer-Meningoenzephalitis (FSME), Roteln, Influenza und/oder 
Malaria. Weiterhin konnen auch bakterielle Infektionserkrankungen mit 
der erfindungsgemaBen Verwendung erfolgreich prophylaktisch und/ 

15 oder therapeutisch behandelt werden. Beispiele fur derartige Erkrankun- 
gen sind Tuberkulose, Meningokokken-lnfektionen oder Pseudomonas 
aerag/nosa-lnfektionen, insbesondere bei zystischer Fibrose. Weiterhin 
kann die erfindungsgemaBe Verwendung auch mit Vorteil im veterinar- 
medizinischen Bereich eingesetzt werden. Bei den hier zu behandeln- 

20 den Infektionskrankheiten handelt es sich beispielsweise um Rinder- 
und/oder Schweinepest. 

Weiterhin umfaBt die Erfindung eine Verwendung von Hemmstoffen der 
sauren Sphingomyelinase und/oder von Hemmstoffen von Produkten 

25 der durch dieses Enzym katalysierten Reaktion, insbesondere von Ce- 
ramid, zur Herstellung eines Medikaments zur Prophylaxe und/oder The- 
rapie von Infektionskrankheiten bzw. von Krankheiten, deren Verlauf 
durch Infektionen beeinflusst wird. Bezuglich weiterer Merkmale dieser 
erfindungsgemaBen Verwendung wird auf die obige Beschreibung 

30 verwiesen. 
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Die Erfindung umfaBt ferner eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die mindestens einen Wirkstoff gemaB der erfindungsgemaBen Verwen- 
dung enthalt, der ein von trizyklischen und/oder tetrazyklischen Antide- 
pressiva, insbesondere ein von Amitryptilin und/oder Imipramin, abgelei- 

5 teter Stoff ist. AuBerdem umfasst die Erfindung eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, die mindestens eine wirksame Menge von De- 
sipramin, FGF, (3-Cyclodextrin, Nystatin und/oder Filipin und/oder min- 
destens einen davon abgeleiteten Stoff enthalt. Weiterhin umfaBt die 
Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, die mindestens 

10 einen Antikorper, insbesondere einen neutralisierenden Antikorper ent- 
halt, der gegen saure Sphingomyelinase gerichtet ist. Daruber hinaus 
umfaBt die Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, die 
mindestens einen gegen Ceramid gerichteten Antikorper, insbesondere 
einen neutralisierenden Antikorper, enthalt. Diese pharmazeutischen 

15 Zusammensetzungen umfassen auBerdem jeweils mindestens einen 
pharmazeutischen Trager. Fur die Herstellung dieser pharmazeutischen 
Zusammensetzungen bzw. entsprechende Medikamente konnen ubliche 
Methoden eingesetzt werden. Als Darreichungsformen sind beispiels- 
weise Tabletten; Zapfchen, Injektionslosungen oder Infusionslosungen 

20 geeignet. 

Die Erfindung umfaBt daruber hinaus ein Verfahren zur Hemmung von 
Infektionen eukaryotischer Zellen, insbesondere von Saugerzellen, wel- 
ches dadurch gekennzeichnet ist, daB die saure Sphingomyelinase 

25 und/oder Produkte der durch dieses Enzym katalysierten Reaktion in 
' ihrer Aktivitat beeinfluBt, insbesondere gehemmt, werden. Dieses Ver- 
fahren kann in vivo im intakten Organismus oder auch in kultivierten 
Systemen, beispielsweise in Zellkulturen oder Gewebekulturen, durch- 
gefuhrt werden. Bezuglich weiterer Merkmale dieses Verfahrens wird auf 

30 die obige Beschreibung verwiesen. 
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SchlieBlich umfaBt die Erfindung die Behandlung von Infektionskrankhei- 
ten und/oder von Krankheiten, deren Verlauf von Infektionen beeinflusst 
wird, wobei Hemmstoffe verabreicht werden, die das Enzym saure 
Sphingomyelinase und/oder Produkte der von diesem Enzym katalysier- 
5 ten Reaktion, insbesondere Ceramid, beeinflussen, vorzugsweise hem- 
men. Diese Behandlung erfolgt prophylaktisch und/oder wahrend oder 
nach einer erfolgten Infektion. Eine vorbeugende Behandlung kann bei 
allgemeiner Infektionsgefahr oder bevorzugterweise bei einer akuten 
Infektionsgefahr durchgefuhrt werden. Bezuglich weiterer Merkmale die- 
10 ser erfindungsgemaBen Behandlung wird auf die obige Beschreibung 
verwiesen. 

Die genannten Merkmale und weitere Merkmale der Erfindung ergeben 
sich aus der nachfolgenden Beschreibung von Beispielen in Verbindung 
15 mit den Unteranspruchen und den Figuren. Hierbei konnen die einzel- 
nen Merkmale jeweils fur sich oder zu mehreren in Kombination mitein- 
ander verwirklicht sein. 
In den Abbildungen zeigen: 



20 



Fig. 1 : 



Fig. 2: 



Die saure Sphingomyelinase (ASM) wird durch Infek- 
tion mit Rhinoviren aktiviert 
Rhinoviren induzieren Ceramidfreisetzung. 



25 



Fig. 3: 



Amitryptilin und Imipramin hemmen dosisabhangig die 
Infektion menschlicher Zellen mit Rhinoviren. 



Fig. 4: 



Die zytotoxische Wirkung von Rhinoviren wird durch 
Amitryptilin bzw. Imipramin gehemmt. 
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Fig. 5: 



HIV gp120 induziert die Freisetzung von Ceramid in 
humanen T-Lymphozyten. 
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Fig. 6: 



Zeilulare Stimulation mit gp120 induziert ceramidrei- 
che Membranpiattformen. 



Beispiele 



1. Infektion mit Rhinoviren 

Die Ergebnisse der Versuche mit Rhinoviren zeigen, dass die Infektion 
humaner Epithelzellen mit verschiedenen Rhinoviren (HRV Stamm 14 
und 16) zu einer Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (Fig. 1) und 
zu einer Freisetzung von Ceramid (Fig. 2) fuhrt. 

a) Eine Infektion menschlicher Epithelzellen (Hela Oder humane ex 
vivo Epithelzellen) aktiviert innerhalb von 10 bis 15 min. die saure 
Sphingomyelinase (ASM) um das Drei- bis Vierfache. Dies wurde 
am Beispiel von Hela-Zellen gezeigt. Die Ergebnisse sind in Fig. 1 
zusammengefaBt. Die Zellen wurden mit Rhinoviren (Stamm 14, 
MOI von 25) infiziert und die Aktivitat der Sphingomyelinase in Zel- 
lysaten gemessen. Dazu wurden die Zellen nach der Infektion ge- 
waschen, in 250 mM Natriumacetat (pH 5,0), 1,3 mM EDTA und 
0,05 % NP40 aufgenommen, durch Ultraschallbehandlung mit ei- 
nem Stabsonicator bei niedriger Energie aufgebrochen und mit 
[ 14 C]Sphingomyelin (0,5 pCi/Probe, 54,5 mCi/mmol; NEN) fur 30 
min. inkubiert. Der in vitro Enzymassay wurde durch Zugabe von 
800 pi einer 2:1-Mischung aus CHCI 3 und CH 3 OH (v/v) sowie 200 
\}\ H 2 0 abgebrochen und die Freisetzung von [ 14 C]PhosphoryI- 
cholin in den waBrigen Uberstand durch organische Extraktion 
szintigraphisch gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte + Stan- 
dardabweichung von drei Experimenten. Eine Vorinkubation der 
Zellen mit einem Hemmstoff der sauren Sphingomyelinase, i.e. 
Amitryptilin, blockiert die Aktivitat der sauren Sphingomyelinase. 
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b) Die Stimulierung der sauren Sphingomyelinase korreliert mit einer 
Freisetzung von Ceramid aus den infizierten Zellen. Dies ist in Fig. 
2 dargestellt. Eine Infektion humaner Epithelzellen (Hela) fuhrt in- 
nerhalb weniger Minuten nach Infektion zu einer Freisetzung von 
Ceramid. Hierfur wurden wiederum Hela-Zellen mit Rhinoviren 
(Stamm 14) infiziert. Die Messung von Ceramid erfolgte durch ei- 
nen Diacylglycerol (DAG)-Kinase Assay (Grassme et al., Cell 91 , 
605-615, 1997). Ceramid wurde durch Zugabe von DAG-Kinase 
und [ 32 P]yATP zu [ 32 P]-Ceramid umgebaut. Das phosphorylierte 
Ceramid wurde dunnschichtchromatographisch aufgetrennt und 
szintigraphisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Stan- 
dardabweichung von drei Experimenten. Eine Vorinkubation der 
Zellen mit Amitryptilin hebt die Freisetzung von Ceramid auf. 

c) Die Infektion menschlicher Epithelzellen mit Rhinoviren induziert 
die Bildung ceramidreicher Membranplattformen. Sowohl die sau- 
re Sphingomyelinase als auch Ceramid sind auf der Oberflache in 
Membranplattformen, an die auch die Rhinoviren binden, nach ei- 
ner Infektion zu finden. Als experimenteller Nachweis hierfur wur- 
den humane nasale Epithelzellen mit Rhinovirusstamm 14 uber 20 
min. infiziert, fixiert und mit Cy3-markierten monoklonalen Anti- 
Ceramid-Antikorpern (Alexis) gefarbt. Im Konfokalmikroskop zeig- 
te sich kurze Zeit nach der Infektion die Bildung einer ceramidrei- 
chen Membranplattform. Nicht infizierte Zellen zeigten kein Cera- 
mid auf der Zelloberflache. 

d) Eine pharmakologische Hemmung der sauren Sphingomyelinase 
blockiert die Infektion menschlicher Epithelzellen durch Rhinoviren 
dosisabhangig bis zu einer fast vollstandigen Hemmung der Infek- 
tion. Als Pharmaka wurden die Pharmaka (Antidepressiva) I- 
mipramin und Amitryptilin, die in Kontrollexperimenten innerhalb 
von 20 min. bis zu 98 % der Aktivitat der sauren Sphingomyelina- 
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se blockieren, verwendet. Die Infektion menschlicher Epithelzellen 
durch Rhinoviren wurde in durchfluBzytometrischen Analysen des 
zytopathischen Effektes der Viren gemessen. Da Rhinoviren in 
diesen Zellen Zelltod induzieren, kann der Zelltod als MaB fur eine 
Infektion der Zellen verwendet werden. Die Dosiswirkungskurve 
der Hemmung der Infektion menschlicher Epithelzellen durch I- 
mipramin und Amitryptilin ist in Fig. 3 dargestellt. Hierfur wurden 
humane Hela-Epithelzellen mit dem Rhinovirus-Stamm 14 fur 24 h 
infiziert und die zytotoxische Wirkung der Viren durchfluBzyto- 
metrisch nach Farbung mit FITC-Annexin gemessen. Amitryptilin 
bzw. Imipramin, die die saure Sphingomyelinase hemmen, wurden 
30 min. vor Infektion der Rhinoviren in einem serumfreien Medium 
zu den Zellen gegeben. Die Daten zeigen, daB die Pharmaka die 
virale Infektion fast vollstandig hemmen. Amitryptilin und Imipra- 
min hatten selbst keine zytotoxische Wirkung auf die Zellen. Ge- 
zeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Experi- 
menten. 

Die zytotoxische Wirkung von Rhinoviren wird durch Amitryptilin 
bzw. Imipramin gehemmt. Fig. 4 zeigt die representative durch- 
fluBzytometrische Analyse der Hemmung der Infektion von Hela- 
Zellen durch Rhinoviren nach Behandlung mit Amitryptilin. Hierfur 
wurden humane Hela-Epithelzellen mit verschiedenen Rhinovirus- 
Stammen (RV14, RV16) 24 h infiziert. Die Infektion wurde anhand 
der zytotoxischen Wirkung der Viren gemessen und durch Far- 
bung der Zellen mit FITC-Annexin in einem DurchfluBzytometer 
bestimmt. Eine Rechtsverschiebung der Kurve bedeutet einen An- 
stieg der FITC-Annexinbindung und ist damit ein MaB fur Zelltod. 
Amitryptilin bzw. Imipramin als Hemmstoffe der sauren Sphingo- 
myelinase wurden 30 min. vor Infektion mit den Rhinoviren zu den 
Zellen in einem serumfreien Medium zugegeben. Die Daten zei- 
gen, daB die Pharmaka die virale Infektion fast vollstandig hem- 
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men. Gezeigt ist die Wirkung von Amitryptilin, analoge Daten wur- 
den fur Imipramin erhoben. Die linke Darstellung in Fig. 4 zeigt 
den Effekt ohne Wirkstoffzugabe, die rechte Darstellung den Effekt 
mit Wirkstoffzugabe. 

f) Durch eine Behandlung von Hela-Zellen mit anti-Ceramid- 
Antikorpern wird eine Infektion der Zellen mit Rhinoviren nahezu 
vollstandig gehemmt. Fur entsprechende Versuche wurden anti- 
Ceramid-Antikdrper (Fa. Alexis) in einer Konzentration von 5 ng/ml 
mit den Viren (Rhinovirus-Stamme 2, 14 und 16) zu den Zellen 
gegeben. Die Infektion der Zellen mit den Rhinoviren wurde um 
etwa 95% gehemmt. 

2. Infektion mit HIV 

HIV infiziert humane Zellen im wesentlichen durch die Bindung des 
gp120 Molekiiles des Virus an den CD4-Rezeptor. Ohne die Bindung 
von gp120 an CD4 kommt es nur zu einer ineffizienten Infektion von Zel- 
len mit HIV. Dasgp120 Molekul bildet mit dem gp41 Molekiil einen oli- 
gomeren Komplex, in dem gp120 als Trimer vorliegt. Die Bindung von 
gp120 an das CD4-Molekul auf T-Lymphozyten verandert die Konforma- 
tion von gp120, insbesondere kommt es zu einer Veranderung der Kon- 
formation des variablen Loops, wodurch die sog. Co-Rezeptor- 
Bindungsstelle freigelegt wird. Uber diese Bindungsstelle bindet gp120 
an einen Co-Rezeptor, meist die Zytokinrezeptoren CCR5 oder CXCR4. 
Insgesamt wurden mehr als 14 verschiedene Co-Rezeptoren identifi- 
ziert, von grosser in vivo Bedeutung scheinen aber nur CCR5 oder 
CXCR4 zu sein. Durch die Bindung von HIV an CD4 und weitere Co- 
Rezeptoren wird die Aufnahme des Virus in die Zelle initiiert (Clapham 
P.R., McKnight A. (2001). HIV-1 receptors and cell tropism. British 
Medical Bulletin 58: 43-59). 
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Das CD4-MolekQI befindet sich bereits konstitutiv, d.h. auch in nicht infi- 
zierten Zellen, in Rafts. Nach der Infektion mit HIV kommt es zu einer 
Umverteilung von CD4 und zu einer Konzentration von CD4 in einem 
relativ kleinen Bereich der Zellmembran (Popik W., Alee T.M., Au W.C. 
(2002). Human Immunodeficiency Virus Type 1 uses lipid raft- 
colocalized CD4 and chemokine receptors for productive entry into 
CD4+T cells. J. of Virology 76: 4709-4722). Dieses Phanomen einer lo- 
kalen, sehr hohen Anreicherung eines MolekCiles bezeichnet man als 
Clustering bzw. Aggregation. CD4 ko-lokalisiert nach Infektion in diesen 
Clustern mit GM1, einem typische Marker fur Rafts, und auch CCR5 und 
CXCR4, die nach Stimulation in die neu gebildeten Membranplattformen 
rekrutiert werden. Werden Rafts durch Vorinkubation der Zellen mit Re- 
agenzien, die Colesterol extrahieren, zerstort, wurde in diesen Studien 
sowohl das Aggregieren von CD4 nach Infektion als auch die Infektion 
der T-Zellen selbst verhindert. Die Bindung des Virus an CD4 war dage- 
gen nicht verandert. Dies zeigt bereits, dass Membranrafts eine heraus- 
ragende Rolle bei der Infektion humaner Zellen mit HIV spielen. Die Me- 
chanismen, die die Fusion vieler kleiner Rafts zu grossen Membranplatt- 
formen, die denv Aggregieren von CD4 sowie der Rekrutierung von Co- 
Rezeptoren dienen, und letztlich die Infektion zu vermitteln scheinen, 
waren jedoch bislang unbekannt. 

Die folgenden Ergebnisse zeigen anhand einer Stimulation humaner T- 
Lymphozyten mit rekombinantem gp120, das HIV ceramidreiche Memb- 
ranplattformen benutzt, um humane Zellen zu infizieren. 

a) Innerhalb weniger Minuten induziert gp 120 die Freisetzung von Ce- 
ramid in humanen T-Lymphozyten. Fig. 5 zeigt die Behandlung hu- 
maner CD4-positiver Lymphozyten mit 10 ug/ml rekombinantem 
gp120. Innerhalb von 1 Minute wird Ceramid freigesetzt. Ceramid 
wurde mit einem DAG-Kinase Assay bestimmt. 
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b) Die Freisetzung von Ceramid aus humanen T-Lymphozyten nach 
Stimulation mit gp120 korreliert mit der Bildung ceramidreicher 
Membranplattformen in der Zellmembran stimulierter Zellen, in de- 
nen das CD4-Molekul ko-lokalisiert und Cluster bildet. Fig. 6 zeigt, 
dass die zellulare Stimulation mit gp 120 ceramidreiche Membran- 
plattformen induziert. Die Stimulation humaner CD4-positiver T- 
Zellen mit gp120 (10 ug/ml) fuhrt innerhalb von 2 Minuten zur Bil- 
dung ceramidreicher Membranplattformen. Die Bildung ceramidrei- 
cher Membrandomanen wurde nach Markierung der Zellen mit ei- 
nem Cy3-markierten anti-Ceramid-Antikorper mittels Fluoreszenz- 
mikroskopie bestimmt. In diesen ceramidreichen Membranplattfor- 
men aggregiert CD4, das mit einem FITC-markierten Antikorper 
dargestellt wurde. Quantitative Analysen der Bildung ceramidrei- 
cher Membranplattformen zeigen, dass 50 ± 7% aller CD4-positiven 
T-Lymphozyten 5 Min nach Stimulation mit gp120 eine ceramidrei- 
che Membranplattform aufweisen. 



3. Infektion mit- Pseudomon as aeruginosa 

Die Bedeutung ceramidreicher Membranplattformen fur Infektionen mit 
pathogenen Bakterien und Viren wurde am Beispiel der Infektion mam- 
malischer Zellen mit Pseudomonas aeruginosa gezeigt. Die Aktivierung 
der sauren Sphingomyelinase und die Freisetzung von Ceramid wurden 
sowohl in vitro nach Infektion von Chang-Epithelzellen, WI-38 
Fibroblasten, ex-vivo Lungenfibroblasten, ex-vivo kultivierten Tracheal- 
Epithelzellen als auch in vivo in Epithelzellen der Trachea nach Infektion 
mit P. aeruginosa beobachtet. Die Freisetzung von Ceramid nach Infek- 
tion erfolgt in Rafts, die durch das freigesetzte Ceramid zu grossen 
Membranplattformen umorganisiert werden. Das freigesetzte Ceramid 
und die saure Sphingomyelinase lokalisieren in den neu gebildeten 
Membranplattformen nach Infektion mit P. aeruginosa. 
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Die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase fur die Bildung von Memb- 
ranplattformen nach P. aeruginosa Infektion zeigt sich an dem volligen 
Fehlen ceramidreicher Membranplattformen nach Infektion von saure 

5 Sphingomyelinase-defizienten Zellen. Die Rolle ceramidreicher Memb- 
ranplattformen fur die Infektion mit P. aeruginosa wurde in saure Sphin- 
gomyelinase-defizienten Zellen bzw. durch Zerstorung von Rafts mit 
Pharmaka, die mit dem Cholesterol-Stoffwechsel interferieren, unter- 
sucht. Bei diesen Pharmaka handelt es sich urn B-Cyclodextrin, Nystatin 

10 und Filipin. Der Entzug von Cholesterol aus Membranrafts fiihrt zu ei- 
nem Kollaps von Rafts. In vivo wurden Rafts in der Lunge durch pulmo- 
nale Lavage mit 13-Cyclodextrin, Nystatin und Filipin zerstort bzw. norma- 
le und saure Sphingomyelinase-defiziente Mause verwendet. Die Er- 
gebnisse zeigen, dass ceramidreiche Membranplattformen die Internali- 

15 sierung der Bakterien in Epithelzellen, den Tod infizierter Zellen und die 
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine regulieren. 

Die in vivo Bedeutung dieser Befunde wurde in Infektionsversuchen mit 
normalen und saure Sphingomyelinase-defizienten Mausen gezeigt. 
20 Wahrend normale Mause eine pulmonale Infektion mit P. aeruginosa 
innerhalb weniger Tage ausheilen, waren die saure Sphingomyelinase- 
defizienten Mause sehr empfindlich gegenuber einer pulmonalen P. ae- 
ruginosa Infektion und verstarben innerhalb weniger Tage nach Infekti- 
onsbeginn an einer Sepsis. 

25 
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Patentanspruche 



1 . Verwendung von Hemmstoffen der sauren Sphingomyelinase und/ 
oder von Hemmstoffen von Produkten der durch dieses Enzym 
katalysierten Reaktion, insbesondere von Ceramid, zur Prophy- 
laxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten und/oder 
Krankheiten, deren Verlauf durch Infektionen beeinflusst wird. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hemmstoffe Antidepressiva, insbesondere trizyklische und/oder 
tetrazyklische Antidepressiva sind. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Antidepressiva Amitryptilin und/oder Imipramin sind. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Hemmstoffe von trizyklischen und/ 
oder tetrazyklischen Antidepressiva, insbesondere von Amitryptilin 
und/oder Imipramin, abgeleitete Stoffe sind. 

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Hemmstoffe Desipramin und/oder 
FGF (Fibroblast growth factor) und/oder hiervon abgeleitete Stoffe 
sind. 

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Hemmstoffe Antikorper, insbeson- 
dere neutralisierende Antikorper, sind. 



7. 



Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Antikorper gegen die saure Sphingomyelinase gerichtet sind. 



WO 2004/017949 




PCT/EP2003/009254 



8. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Antikorper gegen Ceramid gerichtet sind. 

9. Verwendung von Stoffen, die die Bildung ceramidreicher Memb- 
5 ranplattformen hemmen, zur Prophylaxe und/oder Therapie von 

Infektionskrankheiten und/oder Krankheiten, deren Verlauf durch 
Infektionen beeinflusst wird. 



10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
10 Stoffe (3-Cyclodextrin, Nystatin und/oder Filipin und/oder hien/on 

abgeleitete Stoffe sind. 



11. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Infektionskrankheiten virale, bakte- 
15 rielle, parasitare und/oder mykologische Infektionskrankheiten 

sind. 



12. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Infektionskrankheiten Aids, Hepati- 
20 tis A, rhinovirale Erkrankungen, Fruhsommer-Meningoenzephalitis 

(FSME), Roteln, Influenza, Tuberkulose, Meningokokken-lnfek- 
tionen und/oder Malaria sind. 



13. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
25 durch gekennzeichnet, dass die Krankheit, deren Verlauf durch In- 

fektionen beeinflusst wird, zystische Fibrose ist. 



14. 

30 



Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Infektionskrankheiten Rinder- und/ 
oder Schweinepest sind. 



WO 2004/017949 




.PCT/EP2003/009254 



15. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge mindestens eines von trizyklischen und/oder tetrazykli- 
schen Antidepressiva, insbesondere von Amitryptilin und/oder 
Imipramin, abgeleiteten Stoffes sowie einen pharmazeutischen 
5 Trager. 



16. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge von Desipramin, FGF, B-Cyclodextrin, Nystatin und/oder 
Filipin und/oder mindestens eines davon abgeleiteten Stoffes so- 

10 wie einen pharmazeutischen Trager. 

17. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge mindestens eines gegen saure Sphingomyelinase gerich- 
teten Antikorpers, insbesondere neutralisierenden Antikorpers, 

15 sowie einen pharmazeutischen Trager. 

18. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge mindestens eines gegen Ceramid gerichteten Antikorpers, 
insbesondere neutralisierenden Antikorpers, sowie einen pharma- 

20 zeutischen Trager. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established irirespect of certain claims under Article 1 7 (2) (a) for the following reasons : 

1. |nr| Claims Nos.: 

'I 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although claims 1-14 relate to a method for treatment of the human or 
animal body, the search was carried out and was based on the stated effects 
of the compound or composition. 

2. DCI ClaimsNos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see supplemental sheet FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210 

3. I | ClaimsNos.: 

' — 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 .4(a). 



Box H Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found inultiple inventions in this international application, as follows: 

see supplemental sheet 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims, 

2 . I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
5 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. ry~| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

1-4 9 11,12>14-15 (partly) 

Remark on Protest | 1 The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees . 
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Continuation of Box I, 2 

The current claims 1-18 concern compounds and diseases which appear 
unclear and too broadly worded (PCT Article 6): the definitions "inhibitors 
of products of the reaction catalysed by sphingomyelinase" and "diseases, 
the course of which is affected by infections" are ambiguous and unclear. 

In the present case, the claims lack the proper support and the application 
lacks the requisite disclosure to such an extent that it appears possible to 
carry out a meaningful search covering the entire range of protection sought. 

The current claims 2 and 9 relate to a compound characterized by a desirable 
property or characteristic, namely anti-depressive activity and activity as 
inhibitor of the formation of ceramide-rich membrane platforms. 

Therefore the claims encompass all compounds which display this 
characteristic or property, but the application provides support by the 
description (PCT Article 5) for only a limited number of such compounds. 

In the present case, the claims lack the proper support and the application 
lacks the requisite disclosure to such an extent that it appears possible to 
carry out a meaningful search covering the entire range of protection sought. 

Moreover, the claims also lack the requisite clarity (PCT Article 6) since 
they attempt to define the compound by the pharmacological profile. This 
lack of clarity is also such that it renders a meaningful search covering the 
entire range of protection sought impossible. 

The current claims 4-7 and 17 relate to a disproportionately large number of 
possible compounds and products (substances derived from tricyclic or 
tetracyclic anti-depressants; substances derived from desipramine or FGF; 
antibodies, neutralizing antibodies, antibodies against acid 
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sphingomyelinase), of which only a small portion are supported by the 
description (PCT Article 6) and can be considered disclosed in the 
application (PCT Article 5). 

In the present case, the claims lack the proper support and the application 
lacks the requisite disclosure to such an extent that it appears possible to 
carry out a meaningful search covering the entire range of protection sought. 

Therefore the search was directed to the parts of the claims that appear to be 
clear, supported or disclosed in the above sense, namely the parts concerning 
the compounds in claims 3, 5 (only desipramine and FGF), 7, 8 and 10 for 
treating the diseases mentioned in claims 12-14. 

The applicant is advised that claims relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established normally need not 
be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 
66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Exaniining Authority 
the EPO generally will not carry out a preliminary examination for subjects 
that have not been searched. This also applies to cases where the claims 
were amended after receipt of the international search report (PCT Article 
19) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure 
under PCT Chapter II. After entry into the regional phase before the EPO, 
however, an additional search can be carried out in the course of the 
examination (cf. EPO Guidelines, Part C, VI, 8.5) if the deficiencies that led 
to the declaration under PCT Article 17(2) have been remedied. 



The International Searching Authority has determined that this international 
application contains more than one invention or group of inventions, 
namely: 

1. claims 1-4, 11, 12, 14-15 (in part) 

use of amitriptyline or imipramine for treating infections as 
mentioned in claims 12 and 14, and their compositions; 
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2. claims 1, 2, 4, 5, 11, 12, 14 and 16 (in part) 

use of desipr amine for treating infections as mentioned in 
claims 12 and 14, and their compositions; 

3. claims 1, 2, 4, 5, 11, 12, 14 and 16 (in part) 

use of FGF for treating infections as mentioned in claims 12 
and 14, and their compositions; 

4. claims 1, 6-8, 11, 12, 14, 17, 18 (in part) 

use of anticeramide antibodies for treating infections as 
mentioned in claims 12 and 14, and their compositions; 

5. claims 9-12 and 14-16 (in part) 

use of cyclodextrin for treating infections as mentioned in 
claims 12 and 14, and their compositions; 

6. claims 9-12 and 14-16 (in part) 

use of nystatin or filipin for treating infections as mentioned in 
claims 12 and 14, and their compositions; 

7. claims 1-4 and 13 (in part) 

use of amitriptyline or imipramine for treating the disease cystic 
fibrosis affected by infections; 

8. claims 1, 2, 4, 5 and 13 (in part) 

use of desipramine for treating the disease cystic fibrosis 
affected by infections; 

9. claims 1, 2, 4, 5 and 13 (in part) 

use of FGF for treating the disease cystic fibrosis affected by 
infections; 
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10. claims 1, 6-8 and 13 (in part) 

use of anticeramide antibodies for treating the disease cystic 
fibrosis affected by infections; 

11. claims 9-10 and 13 (in part) 

use of cyclodextrin for treating the disease cystic fibrosis 
affected by infections; 

12. claims 9-10 and 13 (in part) 

use of nystatin or filipin for treating the disease cystic fibrosis 
affected by infections. 
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INTERNATIONALE!* RECHERCHENBER1CHT 

p jd i R^m^naen zu den AnsprOchen, die sfch als nicht recherchierbar erwlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 03/09254 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrOnden fQr besBmmte Anspruche kein Recherohenbericht erstellt: 
^ a rt e°^uf Gegenstandebezl e hen.2uderen Recherche dleBehorde nicht verpflichtet fet. nSmlich 

grSndeU sich aSf die anSfShrten Wirkungen der Verbindung/Zusamnensetzung. 

2 " ^ Teite der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen. 

dee eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann. namhch 



see 



FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210 



3 - D we^essteh dabel urn abhSnglge AnsprBche handelt. die nicht enteprechend Setz 2 und 3 der Rege! 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Eriindung (Fortsetzung von Punkt3 aul Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbeh6rde hat festgestellt, daB dieee internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthalt: 



siehe Zusatzblatt 



I — | _ . A nmn i der nur einioe der erforderlichen zusatzDchen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat ■ >rstreckt sich dieser 
3 - □ f^MHiZrcS^xZr auf die AnsprOche, fOrdie Gebuhren entrichtet worden S ,nd, namUch auf die 
AnsprOche Nr. 



fe l"-4,lU12>14-15 (teilweise) 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 

| — j Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: - 



Die geltenden Patentanspruche 1-18 beziehen sich auf Verbindungen und 
Krankheiten, die im Sinne von Art. 6 PCT unklar und zu weitlaufig 
gefasst erscheinen: die Definitionen "Hemmstoffen von Produkten der 
durch Sphingomyelinase katalysierten Reaktion", und "Krankhei ten» deren 
Verlauf durch Infektionen beeinflusst wird" sind zweideutig und unklar. 

Im vorl i egenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende 
Stutze bzw. der Patentanmel dung die notige Offenbarung in einem solchen 
MaBe, daB eine sinnvolle Recherche fiber den gesamten erstrebten 
Schutzberei ch unmoglich erscheint. 



Die geltenden Patentanspriiche 2,9 beziehen sich auf eine Verbindung, 
jewei Is charakterisiert durch eine erstrebenswerte Eigenheit oder 
Eigenschaft, namlich die anti depressive Aktivitat, und die Aktivitat als 
Hemmendern der Bildung cerami drei cher Membranpl attf ormen . 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Verbindungen, die diese 
Eigenheit oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen die Patentanmel dung 
Stutze durch die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fur eine 
begrenzte Zahl sol cher Verbindungen liefert. 

Im vorl i egenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende 
Stutze bzw. der Patentanmel dung die notige Offenbarung in einem solchen 
MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten 
Schutzberei ch unmSglich erscheint. 

Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in Art. 6 PCT 
geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, die Verbindung uber 
das jewei Is pharmakologisches Profil zu definieren. Auch dieser Mangel 
an Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche liber den 
gesamten erstrebten Schutzberei ch unmoglich macht. 



fHe aeltenden Patentanspruche 4-7,17 beziehen sich auf eine 
LnverhaltnismaBig groBe Zahl moglicher Verbindungen und Produkte (von 
trizyklischen oder tetrazyklischen Antidepressiva abgeleitete Stoffe; 
von Desipramin oder FGF abgeleitete Stoffe; Antikorper, neutral i si erende 
Antikorper, Antikorper gegen die saure Sphingomyelinase), von denen sich 
nur ein kleiner Anteil im Sinne von Art. 6 PCT auf die Beschreibung 
stiitzen und als im Sinne von Art. 5 PCT in der Patentanmel dung offenbart 
gelten kann. 

Im vorl i egenden Fall fehlen den Patentanspruchen die entsprechende 
Stutze bzw. der Patentanmel dung die nOtige Offenbarung in einem solchen 
Ma3e, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten 
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Schutzberei ch unmoglich erscheint. 



Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
welche im o.a. Sinne als klar, gestiitzt oder offenbart erscheinen, 
namlich die Teile betreffend die Verbindungen in AnsprUche 3,5 (nur 
Desipramin und FGF) ,7,8,10 zur Behandlung der Krankheiten in AnsprUche 
12-1* genennt. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein intemationaler Recherchenberi cht erstellt 
wurde , normal erweise nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft als mit, 
der international en vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
zu denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fur den Fall, dass die 
Patentanspruche nach Erhalt des international en Recherchenberi chtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, dass der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemass Kapitel II PCT neue Patentanpruche 
vorlegt.Nach Eintritt in die regional e Phase vor dem EPA kann jedoch im 
Zuge der Prufung eine weitere Recherche durchgefuhrt werden (Vgl . 
EPA-Richtlinien C-VI, 8.5), sollten die Mangel behoben sein, die zu der 
Erklarung gemass Art. 17 (2) PCT gefuhrt haben. 
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Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dass diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
nam! i ch : 



1. Anspruche: 1-4,11,12,14-15 (teilweise) 

Verwendung von Ami trypti 1 i n oder Imipramin zur Behandlung 
von Infektionen, wie in Anspruche 12 , 14 genennt, und deren 
Zusammensetzungen . 



2. Anspruche: 1,2,4,5,11,12,14,16 (teilweise) 

Verwendung von Desipramin zur Behandlung von Infektionen, 
wie in Anspriiche 12, 14 genennt, und deren 
Zusanmensetzungen . 



3. Anspruche: 1,2,4,5,11,12,14,16 (teilweise) 

Verwendung von fgf zur Behandlung von Infektionen, wie in 
Anspruche 12, 14 genennt, und deren Zusanmensetzungen. 



4. Anspruche: 1,6-8,11,12,14,17,18 (teilweise) 

Verwendung~von- anttceramrde- Anti-korper* zur Behandl ung von- 
Infektionen, wie in Anspruche 12, 14 genennt, und deren 
Zusamnensetzungen . 



5. Anspruche: 9-12,14-16 (teilweise) 

Verwendung von Cyclodextrin zur Behandlung von Infektionen, 
wie in Anspruche 12, 14 genennt, und deren 
Zusammensetzungen . 



6. AnsprUche: 9-12,14-16 (teilweise) 

Verwendung von Nystatin oder Filipin zur Behandlung von 
Infektionen, wie in Anspruche 12, 14 genennt, und deren 
Zusammensetzungen. 



7. Anspruche: 1-4,13 (teilweise) 

Verwendung von Amitryptilin oder Imipramin zur Behandlung 
von der durch Infektionen beeinflussten Krankheit zystische 
Fibrose. 



8. Anspruche: 1,2,4,5,13 (teilweise) 
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Verwendung von Desipranrin zur Behandlung von der durch 
Infektionen beeinflussten Krankheit zystische Fibrose. 



9. AnsprUche: 1,2,4,5,13 (teilweise) 

Verwendung von fgf zur Behandlung von der durch Infektionen 
beeinflussten Krankheit zystische Fibrose. 



10. Anspriiche: 1,6-8,13 (teilweise) 

Verwendung von anticeramide Antikorper zur Behandlung von 
der durch Infektionen beeinflussten Krankheit zystische 
Fi brose. 



11. AnsprUche: 9-10,13 (teilweise) 

Verwendung von Cyclodextrin zur Behandlung von der durch 
Infektionen beeinflussten Krankheit zystische Fibrose. 



12. AnsprUche: 9-10,13 (teilweise) 

Verwendung von Nystatin oder Filipin zur Behandlung von der 
durch Infektionen beeinflussten Krankheit zystische Fibrose. 
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